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Empfindlicher enzymatischer Nachweis bakterieller Naßfäule­
Erreger (Erwinia carotovora) an Schalen und im Saft von 
Kartoffelknollen 
Sensitive detection of soft rot bacteria (Erwinia carotovora) on peels or in tubers of potatoes, using their pectinolytic 
activity 
Von D. Schnick1, H. Stegemann1, U. Simon2 und E. Langerfeld2 
Zusammenfassung 
Es wird ein Test zum Nachweis von Pektinasen (Polygalact­
uronase, PG; Pektinlyase, PL) beschrieben, die besonders 
stark von Erwinia carotovora, einem Erreger der Naßfäule an 
Kartoffeln, ausgeschieden werden. Das Verfahren zeichnet 
sich durch leichte Handhabung, geringen Arbeitsaufwand und 
die weitgehende Erfassung pektinase-produzierender Erreger 
innerhalb von 2 Tagen aus. 
„Gesunde" und mit Envinia carotovora var. atroseptica 
infizierte symptomlose Knollen lassen sich eindeutig differen­
zieren. Der Nachweis des hier verwendeten Stammes gelingt 
ab 105 Bakterien pro 200 µl, vergleichbar mit der Empfind­
lichkeit des Zwei-Schichten-Agars. Eine Vor-Inkubation in 
Kartoffelhomogenat für einen Tag erniedrigt die Nachweis­
grenze. Befall durch den Erreger der Kraut- und Knollenfäule 
(Phytophthora infestans) beeinflußt die Reaktion nicht. Die 
Methode basiert auf der Färbbarkeit der hochmolekularen 
Pektinsäure durch Methylenblau in Polyacrylamid-Gelen, die 
nach enzymatischer Spaltung keinen Farbstoff mehr absor­
biert. 
Abstract 
Pectinolytic organisms are detected by digestion of pectic acid in­
cluded in polyacrylamide gels. The test is performed for Envinia 
carotovora var. atroseptica, isolated from potato tubers infected with 
soft rot and grown on YDC-agar or on tubers. 
The degradation of pectic acid within the polyacrylamide matrix by 
the exudated enzymes (polygalacturonase, pectinlyase) is followed by 
staining of the undegraded pectic acid with methylene blue. The limit 
of detection for the strain used is above 105 bacteria per 200 µl, 
comparable to the sensitivity of the two-layer agar plates. A pre­
incubation with a homogenate of potato tissue lowers the detection 
limit. The test is also positive with infected material showing no 
symptoms and can be performed with homogenized peel and tuber 
tissue (advisable) or the tissue directly. Plates for the test are easy to 
prepare, to keep and to mail, the test itself needs very little working 
time and equipment, incubation is done for 2 days. Phytophthora 
infestans did not interfere with the reaction. 
Verwendete Abkürzungen: 
AP 
Bis 
DMAPN 
EDTA 
Tris 
= Ammoniumperoxodisulfat 
= N,N'-Methylenbisacrylamid 
= 3-Dimethylamino-propionitril 
= Ethylendiamintetraacetat, Di-Na-Salz 
= Tris-hydroxymethyl-aminomethan 
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Einleitung 
Bakterielle Naßfäulen zählen zu den wichtigsten Krankheits­
erscheinungen bei Gemüse und Kartoffeln. Der überwiegende 
Teil davon entsteht durch pektinolytische Aktivitäten der 
Erreger im pflanzlichen Gewebe. Da nur relativ wenige Bak­
terienarten pektin-abbauende Enzyme produzieren (vgl. u. a. 
PEROMBELON and KELMAN, 1980), läßt sich der Erreger einer 
Fäule oft schon anhand dieses Kriteriums ermitteln bzw. ein­
grenzen. Einen Überblick über Vorkommen und Wirkungs­
weise pektinolytischer Enzyme findet man bei REXOVA-BEN­
KOVA and MARKOVIC (1976). Von besonderem Interesse ist 
dabei der Nachweis des Naßfäule- und Schwarzbeinigkeits­
Erregers Envinia carotovora (Jones) Dye an Kartoffeln. 
In der Vergangenheit wurden verschiedene Agarmedien 
entwickelt, bei denen meist eine Pektinschicht auf einem 
Grundmedium mit selektiven Eigenschaften aufliegt und auf 
diese Weise nur das Wachstum pektinolytischer Bakterien, vor 
allem aber von E. carotovora ermöglichen (u. a. PA TON, 1959; 
STEWARD, 1962; LOGAN, 1963; PEROMBELON, 1971; NAU­
MANN u. SCHMIDT, 1979). Allen diesen Medien gemeinsam 
war jedoch a) die aufwendige Herstellung, b) die schwierige 
Deutbarkeit der Resultate, c) die oft nur partielle Selektivität 
des Grundmediums und d) zuweilen Wachstumshemmungen 
beim Organismus. 
Die dargestellte Methode erlaubt mit einfachen Mitteln die 
direkte Untersuchung von Gewebestückchen, Homogenaten 
oder Exsudaten aus befallenen Kartoffelknollen auf pektino­
lytische Enzyme. Unter mitteleuropäischen Verhältnissen 
deutet diese Aktivität zusammen mit dem Fäulebild und 
beweglichen Stäbchen im mikroskopischen Präparat bereits 
auf E. carotovora. Weitergehende, auch serologische, Unter­
suchungen sind meist nur dann erforderlich, wenn zwischen 
den Varietäten 'carotovora'und 'atroseptica'zu unterscheiden 
wäre. 
Material und Methoden 
Pektin aus Äpfeln, Pektinsäure und 3-Dimethylamino-propio­
nitril von Fluka, D-7910 Neu-Ulm; N,N'-Methylenbisacryl­
amid, Cyanogum® 41 und Acrylamid von Serva, D-6900 
Heidelberg; Ammoniumperoxodisulfat p.A., Natriumsulfit 
wasserfrei p.A., Methylenblau, Natriumazid, Calciumcarbonat 
und D( + )-Glucose wasserfrei von Merck, D-6100 Darm-
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stadt; Ethanol 99 % mit 1 % Benzol vergällt. Nutrient Broth 
CM 1, Agar Oxoid Nr. 3 und Hefeextrakt Oxoid L 21 von 
Oxoid Ltd., London, Großbritannien; YDC-Agar: 1 g Hefe­
extrakt, 2 g Calciumcarbonat, 2 g Glucose, 1,5 g Agar-Agar in 
100 ml Wasser. 
PVC-Filterpapier K 53 von Macherey-Nagel, D-5160 
Düren; Rundfilter Schleicher + Schüll 1573 mit 80 mm 0, D-
3354 Dassel; Cellophan Einmachhaut, Kalle, D-6200 Wies­
baden. 
Pufferlösung pH 8,2 nach STEGEMANN (1968) aus Stamm­
puffer A: 0,04 M Boratpuffer pH 4,86 mit 24,82 g H3 B03 
und 5,86 g NaCI ad 2000 ml. Stammpuffer B: 0,04 M Borat­
puffer pH 9,33 mit 37,7 g Na2B402 ad 2000 ml. Gebrauchs­
puffer: 950 ml A + 350 ml B ad 5000 ml. 
Herstellung und Konservierung der Testplatten 
7,5 g Cyanogum® oder 7,125 g Acrylamid und 0,375 g Bis 
werden in 150 ml Gebrauchspuffer pH 8,2 gelöst und filtriert. 
150 mg Pektinsäure dispergiert man in 1 ml Methanol und löst 
die Suspension in dem Puffergemisch. Nach Zugabe von 
50 mg Na-Sulfit, 0,35 ml DMAPN und 1,4 ml einer 4%igen 
AP-Lösung werden jeweils 9 ml sofort zur Polymerisation in 
Petrischalen, 0 5 cm, gefüllt. Nach 1 h spülte man die Gele mit 
Wasser und stanzte, sofern der Test mit Saft durchgeführt 
wird, in das Gel mit einem Korkbohrer (0 4 mm) Löcher, in 
die der Kartoffelsaft pipettiert wird. 
Verschiedene Konservierungsarten wurden durch Zugabe 
von 2 ml der folgenden Lösungen getestet: 20 % Ethanol bzw. 
70 % Ethanol bzw. 0,25 % NaN3 oder in Gebrauchspuffer pH 
8,2. Die Gele wurden einzeln in Polyethylen-Tüten einge­
schweißt und bis zu 50 Tagen bei 6 °C im Kühlschrank gela­
gert. Vor Probenauftrag sind die Gele mit Gebrauchspuffer 
für 30 min, die mit 70%igem Ethanolzusatz für 60 min, zu 
waschen. Die im Gebrauchspuffer gelagerten Gele wurden 
direkt verwendet. 
Knollenmaterial 
Zur Verwendung kamen natürlich befallene Knollen oder 
Stengelteile verschiedener Kartoffelsorten, deren Homoge­
nate sowie künstlich mit dem Stamm 60 210 von Envinia 
carotovora var. atroseptica infiziertes Material. Als Kontrolle 
diente der gleiche Stamm auf YDC-Agar an Glucose adap­
tiert. Die Infektion der Knollen erfolgte mit einer Bakterien­
suspension (ca. 108 Bakterien/ml). Nach 2tägiger Inkubation 
bei 27 °C in geschlossenen Platikbeuteln zeigte sich ausrei­
chend Naßfäule. Die Bakterienkonzentration wurde mit Ver­
dünnungsreihen bestimmt, die der Knollenexsudate mit der 
Thoma-Kammer. 
Die Infektion von Knollenscheiben mit Phytophthora infe­
stans erfolgte durch Auftropfen einer Zoosporen-Suspension 
(Rasse 1.2.1.4) und anschließende Inkubation bei 15 °C in 
Plastikbc hiiltern. 
Proben.· Aufarbeitung und Testung 
Knollen ohne Symptome werden dick geschält und die Schalen 
mit einer Moulinette® 30 sec homogenisiert. Das Homogenat 
wird durch PVC-Filterpapier gepreßt (Papier zur Tüte formen 
und Inhalt auswringen) und der Pref.\s,1fl dirc·kt verwendet. lki 
Knolkn mit starken S,mptomen entnimmt man die Circ11/­
schicht zwischen festem und weichem Gewebe, arbeitet wie 
oben beschrieben auf oder verwendet direkt das schleimige 
Gewebe. Ebenso können Preßrückstand oder ganze Schalen­
teile direkt für den Test eingesetzt werden. 
200 pi Prcßsaft oder Schleim werden in die St.inzung pipct­
ticrt oder der Prcl.\rückstand bzw. erkranktes C,ewcbe au! 
Gele "lme Stanzung gebracht. 
Die Inkubation erfolgt für 48 h im Brutschrank bei 27 °C, 
danach färbt man mit ca. 20 ml einer 0,03 % Methylenblau­
Lösung in 0,01 N Ammoniumacetat für 2 h bei Zimmertempe­
ratur, entfärbt wird unter mehrmaligem Wechsel mit 0,01 N 
Ammoniumacetat. 
Eine Vor-Inkubation des wie oben gewonnenen Preßsaftes 
mit 10 Teilen eines Homogenates von einer gesunden Knolle 
für 24 h bei 27 °C erniedrigt die Nachweisgrenze im eigentli­
chen Test um etwa das Zehnfache. 
Lyasen-Nachweis 
Der Lyasen-Nachweis erfolgte gering modifiziert nach 
NASUNO and STARR (1966) und SHERWOOD (1966). Die 
Enzymlösung wurde aus infizierten Kartoffelknollen unter 
Zugabe von 2 Gewichtsprozent einer Sulfitlösung (30 g 
Na2S03 und 22,5 g Na2S205 ad 150 ml) gewonnen, die nach 
STEGEMANN, FRANCKSEN and MACKO (1973) hergestellt 
wurde. Das Enzymsubstrat bestand aus Pektinsäure in 1 %iger 
NaOH gelöst, pH 7, gemischt 1:1 (v:v) mit 0,1 M Tris/HCl 
Puffer pH 7,5, mit Tris auf pH 8,5 eingestellt. 
Zur Enzymbestimmung wurden 4 ml Enzymsubstrat mit 1 
ml Enzymlösung versetzt und a) sofort, b) nach 30 oder c) 
nach 60 min Inkubation bei 30 °C im Wasserbad durch 1 ml 
0,5 N HCI gestoppt. Man zentrifugierte 10 min bei 20 °C und 
15 000 g, verdünnte 1 + 9 (v/v) mit 0,05 M Tris/HCI Puffer 
pH 8,5 und bestimmte nach Filtration bei 235 nm die Extink­
tion mit einem Zeiss-Photometer PMQ II. 
Ergebnisse 
In Cyanogum®, Acrylamid/Bis und Agarose-Gelen mit inklu­
dierter Pektinsäure läßt sich Pektinaseaktivität an Kartoffel­
knollen mit Fäulnissymptomen nachweisen. Am deutlichsten 
tritt die Farbreaktion bei Polyacrylamid-Gelen auf, so daß sich 
darauf alle weiteren Ergebnisse beziehen. Zusätze zu den 
Gelen zur Anregung der Bakterienvermehrung und damit der 
Enzymaktivität wie Nutrient Broth und Pektin, allein und in 
Kombinationen, führten zu keiner meßbaren Erhöhung der 
Empfindlichkeit. Durch Nutrient Broth wird oberflächliches 
Wachstum sekundärer Bakterien begünstigt, was die Auswer­
tung erheblich behindert, und reines Pektin führt zu einer sehr 
abgeschwächten Reaktion. Eine empfehlenswerte Substrat­
konzentration ist 0,1 % (w/v) Pektinsäure im Gel-Ansatz. Bei 
Ansätzen mit höheren Konzentrationen zeigen sich trotz 
Enzymaktivität kaum noch Farbdifferenzen. Zum Nachweis 
der Pektinase-Aktivität können alle infizierten Pflanzenteile 
herangezogen werden, jedoch erhält man die besten Ergeb­
nisse mit Preßsaft. Preßsaft von künstlich mit E. carotovora 
var. atros-eptica infizierten Knollen ohne erkennbare Sym­
ptome zeigt hiihere Pck tinaseak tivität als Bak tcricmuspcnsion 
direkt von Niihragar. 
Insgesamt waren die an YDC-Agar adaptierten Bakterien 
auf unseren nährstoffarmen Gelen in allen Fällen nur zu 
abgeschwächten Reaktionen fähig. 
Knollen, die zum Erntezeitpunkt latent mit Bakterien ver­
seucht warL:n und auch nach ca. einjähriger Lagerung keine 
Symptome /cigtcn, gaben eine positive Rcakti,rn im Pckti­
nase-Test. Die Nachweisgrenze von E. caroto,ora liegt bei 
Knollengewebe bei 106 Bakterien pro ml, bei Anzucht auf 
YDC-Agar erst bei lO IU Bakterien. Der Test im Zwei-Schich­
ten-Agar (nach STEWARD [1962] und NAL'\IANN und 
ScrnvilDT 11 (J79]) führte zu ähnlichen Ergebnissen. Knollen­
infektion amsd1licf.\lich mit Phi rophthora infrsram führt zu 
keiner sichtbaren Reaktion. 
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Führt man den Test auf Polyacrylamid/Pektinsäure-Gelen 
bei verschiedenen pH-Werten zwischen 5,2 (Optimum der 
Polygalacturonase nach NASUNO and STARR [1966)) und pH 
8,2 (Optimum der Pektinlyase nach STARR; MORAN [1962]) 
durch, so werden mit zunehmender Alkalität die Verdauungs­
zonen diffuser und großflächiger. Entsprechend ist die Reak­
tion nach Zugabe von 0,002 M EDTA nach ROEB and STEGE­
MANN (1975) zum Probenansatz zur Hemmung der Poly­
galacturonase. Bei pH 5,2 ist die Hemmwirkung deutlich 
ausgeprägt und nimmt mit zunehmendem pH-Wert ab. 
EDTA-Zugabe zum Gel-Ansatz führte zu keiner Reaktion. 
Statt Methylenblau kann auch Ruthenium-Rot zur Anfär­
bung der verbliebenen Pektinsäure verwendet werden. Die 
Farbintensitäten und damit die Empfindlichkeit des Verfah­
rens ist aber wesentlich geringer. Die Lagerung der Gele in 
den verschiedenen im Teil „Material" genannten Aufbewah­
rungslösungen beeinträchtigt den Test nicht, alle Lösungen 
waren im untersuchten Zeitraum gleich gut geeignet. 
Diskussion 
Ein leicht durchführbarer Test zum Nachweis von E. caroto­
vora wurde bisher nicht entwickelt. Der häufig praktizierte 
Nachweis mit Zwei-Schichten-Agar erfordert experimentelle 
Erfahrung und vergleichsweise größeren Aufwand. Insbeson­
dere bei niedrigen Bakterienzahlen ist die Auswertung der 
Platten sehr unsicher, weil eine lineare Beziehung zwischen 
Bakterienzahl und Koloniebildung auf dem Zwei-Schichten­
Agar nicht gefunden werden konnte. Das hier beschriebene 
Verfahren erzielte bei verseuchtem Knollenmaterial in Paral­
lel-Versuchen eine gleiche Empfindlichkeit, ist aber linear zur 
Bakterienkonzentration in bezug auf die Fläche der verdauten 
Pektinsäure im Polyacrylamid. Durch eine Vorinkubation des 
Preßsaftes mit Homogenat aus gesunden Kartoffelknollen 
kann die Nachweisgrenze noch erniedrigt werden. Die Test­
platten sind leichter zu handhaben und wahrscheinlich jahre­
lang lagerfähig. Die um weitere Zehnerpotenzen höhere Emp­
findlichkeit serologischer Verfahren wird mit unserer 
Methode nicht erreicht. Derartige Verfahren sind allerdings 
sehr spezifisch und erfassen nicht alle Bakterienarten und 
-stämme. Daher erscheint uns für die praktische Anwendung
ein Test mit weniger Spezifität und geringem methodischem
Aufwand geeigneter. Ein weiterer Vorteil des Gelplatten­
Tests ist die Möglichkeit der Erfassung aller pektinolytischen
Bakterien- und Pilzarten an und in Pflanzengewebe. Die mög­
liche Störung durch die Thunberg-Reaktion (THUNBERG
[1917]) konnte ausgeschlossen werden.
Eine Infektion an symptomlosen Kartoffelknollen kann mit 
Hilfe von Preßsaft nachgewiesen werden. Die unmittelbare 
Verwendung von Schalen, Stengelteilen und von Preßrück­
stand erschwert die Beurteilung, weil die Differenzierung im 
Test im Vergleich zu gesundem Material weniger gut und nur 
dem Geübten möglich ist. 
Mit Hilfe des Pektinlyase-Tests, dem unterschiedlichen 
Reaktionsverhalten beim pH-Optimum des jeweiligen 
Enzyms und der Abschwächung der Reaktion durch EDT A 
konnte gezeigt werden, daß sowohl Polygalacturonasen als 
auch Pektinlyasen am Pektinsäure-Abbau beteiligt sind. Die 
geringere Eignung der Agarose-Gele kann u. a. mit den grö­
ßeren Poren und damit einer diffuseren Farbreaktion erklärt 
werden. Ebenso macht die aufwendigere Herstellung und die 
schlechte Lagerungs- und Versandfähigkeit die Agarose-Gele 
ungeeignet. 
Ein Ziel der Untersuchungen war, Befall durch pektinolyti­
sche Bakterien mit geringem Aufwand zu prüfen. Daher soll-
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ten diese Test-Gele haltbar und leicht zu transportieren sein. 
Die Trocknung der Polyacrylamid-Gele mit inkludierter Pek­
tinsäure bewährte sich nicht. Der Wasserentzug verhindert die 
vollständige Regenerierung der Gel-Struktur durch Quellen, 
und die Empfindlichkeit der Methode war dadurch beein­
trächtigt. Dagegen bewährten sich bakteriostatisch oder 
anderweitig stabilisierende Zusätze zu den Gelen, die leicht 
ausgewaschen werden können. Da Polyacrylamid-Gele im 
Gegensatz zu denen aus Agarose mechanisch sehr stabil sind, 
kann man sie zum Versand leicht in Folie einschweißen. Diese 
Gele verhalten sich nach mehrmonatiger Lagerung wie frische, 
und es ist auch eine Haltbarkeit von bis zu 2 Jahren zu 
erwarten, wenn wir unsere Erfahrungen mit ähnlichen Gelen 
heranziehen. Die Anwendung der Substrat-Inklusionstechr!ik 
nach STEGEMANN (1967) für den direkten Nachweis pektino­
lytisch aktiver Organismen an und in Pflanzen- bzw. Knollen­
gewebe scheint uns besonders für praktische Belange als preis­
werte, schnelle und wenig aufwendige Methode geeignet zu 
sein. 
Herrn Dr. 0. Markovic, Bratislava (CSSR), möchten wir für seine 
Hilfe beim Lyasennachweis sowie manche Anregung vielmals danken, 
ebenso Frau M. Ausmeier und Frau G. Kaszemek für umsichtige 
Versuchsdurchführung. 
Für die Überlassung des Bakterien-Isolates sowie des Nährboden­
rezeptes sei Herrn Dr. S. Köhn, Institut für Bakteriologie der Biologi­
schen Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft, Berlin-Dahlem, 
gedankt. 
Für Hinweise zur Gel-Konservierung sei Frau Dr. R. Koenig, 
Braunschweig, für die Bereitstellung der mit Phytophthora infestans 
infizierten Kartoffelknollen Frau Dr. B. Schöber, Braunschweig, ge­
dankt. 
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